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論文内容要旨
 Wntシグナルはリガンドである複数のWntが受容体であるFrizzledに結合することにより
 惹起される細胞内シグナルの総称であり,個体の形態形成ばかりでなく細胞の増殖,形質転換
 (癌化)に関与していることが知られている。今日では,Wntシグナル伝達経路は①Wnt/β一
 カテニン経路:細胞内でβ一カテニンの量を増加させ,β一カテニンと転写因子Tcf/Lef-1(T-ceU
 factor/lymphoid-enhailcerfactor-1)との複合体による標的遺伝子発現を誘導するcanonical経
 路,②PCP(planarcellpolari七y)経路:smallGproteinであるRhoを介してJNK(c-Jun
 N-Lerminalkinase)を活性化する経路,③Wnt/Ca2+経路:細胞内のCa2←濃度を上昇させ,
 CaMKH(Ca2「/CalmOdUlin-dependentprOteinkinaSeII)やPKC(prOteinkinaSeC)を活
 性化する経路,の少なくとも3つの経路の存在が知られている。本研究では,これらのWntシ
 グナル伝達経路のうちの「canonica1経路」を解析した。
 小児肝癌は肝芽腫と肝細胞癌に大別され,特に肝芽腫は小児肝癌の80%を占める。β一カテニ
 ン遺伝子の活性型変異は「肝芽腫で51%」,「肝細胞癌(成人例も含めて)で18%」みとめられる
 ことより,これらの肝腫瘍の発生にはWIltシグナルの活性化が関与していると考えられている。
 一方,ヒト家族性大腸腺腫症や,大腸癌の原因遺伝子として知られているAPC(Adenomatous
 polyposiscoli)は全身に発現しており,β一カテニンの分解を促進することによりWntシグナ
 ルを負に制御していることが知られている。しかしながら,肝芽腫,肝細胞癌におけるAPC遺
 伝子変異は極めて稀であることから,APCが肝臓においてWntシグナルを負に制御しているか
 否かは不明である。また,APCの他にWntシグナルの負の制御因子のひとつとして知られてい
 るAxi11も全身に発現しており,このAxinの不活性化変異はr肝芽腫で7.4%」,「肝細胞癌で
 9.6%」と低率ではあるものの報告されていることから,Axinの不活化もWntシグナルの活性
 化をもたらし,肝臓での発癌に関与している可能性が示唆される。
 そこで本研究では,canonical経路の構成分子であるβ一カテニン,APC,Axinが肝細胞で果
 たしている機能を明らかにすることを目的とし,コンディショナル・ジーンターゲティング法を
 用いて,マウス肝細胞において,これらの分子をそれぞれ特異的に欠損させ,Wntシグナルca-
 nonical経路の役割と発癌への関与について解析した。
 その結果,GSK-3β(GlycogenSynthaseKinase-3β)によるリン酸化部位を欠失したβ一
 カテニンを肝細胞特異的に発現するマウス(r活性型変異β一カテニン発現マウス」)では,
 canonical経路が活性化され肝腫大がみとめられた。肝臓の病理組織学的解析では,門脈域付近
 の空胞化及び肝細胞の大きさの不均一はみとめられたが,明らかな腫瘍性変化はみとめられず,
 生後30日程で死亡し短命であった。また,肝細胞特異的rAPC欠損マウス」では肝臓への野生
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 型β一カテニンの蓄積がみとめられ,この変異マウスも肝腫大,門脈域付近の空胞化,寿命の短
 縮(生後40日程で死亡)がみとめられ,表現型は肝細胞特異的「活性型変異β一カテニン発現マ
 ウス」とほぼ同様であった。更に,肝細胞特異的「APC/β一カテニンニ重欠損マウス」では「A
 PC欠損マウス」の表現型が抑制され,この二重変異マウスは8ケ月を経過した現在でも外見上
 特に変化なく生存し,一部解剖したマウスにおいても肝臓に異常はみとめられなかった。従って,
 肝細胞特異的rAPC欠損マウス」や「活性型変異β一カテニン発現マウス」で認められた表現型
 は,まさにβ一カテニンを介した表現型であることが明らかとなった。一方,肝細胞特異的
 rAxin欠損マウス」は生後5ケ月を経過した現在でも生存し,何ら特徴的な表現型が観察され
 なかった。
 以上の結果より,「活性型変異β一カテニン」の蓄積は「野生型β一カテニン」の蓄積と同様に,
 マウスの肝臓においてcanollical経路を活性化し,肝細胞の過形成や肝機能障害を引き起こすこ
 と,また,APCはマウス肝臓においても,ヒト大腸の場合と同様に,β一カテニンの分解を促進
 しcanonical経路を負に制御していることが明らかとなった。一方,Axi11は生後の肝細胞の発
 生分化には必須ではなく,canonical経路の負の制御因子としても機能していないこと,更に,
 肝細胞特異的「APC/β一カテニンニ重欠損マウス」の結果から,生後の肝細胞の発生分化にβ一
 カテニンは必須ではないことも明らかとなった。
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 審査結果の要旨
 小児肝癌は肝芽腫と肝細胞癌に大別される。βカテニン遺伝子の活性型変異は「肝芽腫で51
 %」,「肝細胞癌で18%」に認められることより,これらの肝腫瘍の発生にはWntシグナルの活
 性化が関与していると考えられている。Wntシグナルはリガンドである複数のWntが,受容体
 であるFrizzledに結合することにより惹起される細胞内シグナルの総称であり,個体の形態形
 成ばかりでなく細胞の増殖,形質転換に関与していることが知られている。
 本研究では,Wntシグナル伝達経路のうちのcanonical経路の構成分子であるβカテニン,
 APC,Axinが肝細胞で果たしている機能を明らかにすることを目的とし,コンディショナル・
 ジーンターゲティング法を用いて,マウス肝細胞において,これらの分子をそれぞれ特異的に欠
 損させ,canonical経路の役割と発癌への関与についての解析がなされた。
 その結果,GSK-3β(GlycogenSynthaseKinase-3β)によるリン酸化部位を欠失したβカ
 テニンを肝細胞特異的に発現するマウス(r活性型変異βカテニン発現マウス」)では,canoni-
 cal経路が活性化され肝腫大がみとめられた。肝臓の病理組織学的解析では,門脈域付近の空胞
 化及び肝細胞の大きさの不均一は認められたが,明らかな腫瘍性変化は認められず,生後30日
 程で死亡し短命であった。また肝細胞特異的「APC欠損マウス」では肝臓への野生型βカテニ
 ンの蓄積が認められ,この変異マウスも肝腫大,門脈域付近の空胞化,寿命の短縮(生後40日
 程で死亡)が認められた。表現型は肝細胞特異的「活性型変異βカテニン発現マウス」とほぽ同
 様であった。更に,肝細胞特異的「APC/βカテニン二重欠損マウス」では「APC欠損マウス」
 の表現型が相補され,この二重変異マウスは8ケ月を経過した現在でも外見上特に変化なく生存
 し,一部解剖したマウスにおいても肝臓に異常は認められなかった。従って,肝細胞特異的
 「APC欠損マウス」や「活性型変異βカテニン発現マウス」で認められた表現型はβカテニンを
 介した表現型であることが明らかとなった。一方,肝細胞特異的「Axin欠損マウス」は生後5
 ケ月を経過した現在でも生存し,何ら特徴的な表現型が観察されなかった。
 以上の結果より,「活性型変異βカテニン」の蓄積は「野生型βカテニン」の蓄積と同様に,
 マウスの肝臓においてcanonica1経路を活性化し,肝細胞の過形成や肝機能障害を引き起こす
 こと,また,APCはマウス肝臓においてもヒト大腸の場合と同様にβカテニンの分解を促進し
 canonical経路を負に制御していることが明らかとなった。一方,Axinは生後の肝細胞の発生・
 分化には必須ではなく,canonica1経路の負の制御因子としても機能していないこと,更に,肝
 細胞特異的「APC/βカテニン二重欠損マウス」の結果から,生後の肝細胞の発生・分化にβカ
 テニンは必須ではないことも明らかとなった。
 本研究は,マウス肝細胞の発生・分化と肝細胞の過形成,癌化におけるWntシグナル伝達経
 路のcanonica1経路の役割を解明する画期的なものであり,'博士論文に値するものである。
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